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Abstract  A major share of the grain farming (wheat and soybeans) in the State of Rio Grande
do Sul is in the Passo Fundo area. For crop pest control, large amounts of agrochemicals (fungi-
cides, insecticides, and herbicides) are used. To evaluate the genotoxicity of these products, the
micronucleus test was performed in farm workers directly exposed to these chemicals. He-
parinized blood samples were drawn by venipuncture from 30 exposed workers and 30 non-ex-
posed controls. Micronuclei frequency was evaluated by counting 1,000 binucleated cells per in-
dividual in both groups. Smoking habits, age, and duration of exposure showed no effect on the
frequency of micronuclei in both groups. However, statistical analysis showed significantly high-
er mean numbers of binucleated cells with micronuclei in exposed individuals (14.3/1,000 cells)
as compared to controls (7.1/1,000 cells), allowing the authors to conclude that the micronucleus
test is an efficient biological assay for monitoring population exposure to mixtures of agrochem-
icals.
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Resumo  A região de Passo Fundo no Planalto Médio do Rio Grande do Sul, caracteriza-se pela
produção de grãos (trigo, soja), nas quais grandes quantidades de agroquímicos (fungicidas, in-
seticidas e herbicidas) são utilizadas. Para avaliar a atividade genotóxica desses produtos em se-
res humanos, utilizou-se a técnica de micronúcleos, através de amostras de sangue periférico de
trinta trabalhadores expostos e de trinta indivíduos controles não expostos. A freqüência de mi-
cronúcleos foi avaliada em 1.000 células binucleadas por indivíduo em ambos os grupos. Fatores
como tabagismo, idade e tempo de exposição não exerceram qualquer efeito sobre a freqüência
de micronúcleos em ambos os grupos. No entanto, a análise estatística revelou números signifi-
cativamente mais elevados de micronúcleos em expostos (14,3/1.000 células) do que em não ex-
postos (7,1/1.000 células), indicando que o teste do micronúcleo é um ensaio biológico eficiente
para monitorar populações expostas a misturas de agroquímicos.
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Introdução
O crescimento industrial nos centros urbanos
provocou deterioração do meio ambiente com
influências na saúde da humanidade (Lopes et
al., 1992). A exposição ocupacional a vários ti-
pos de agentes cancerígenos como fertilizantes,
praguicidas, fungicidas, herbicidas e outros pro-
dutos químicos (Lopes et al., 1992), têm contri-
buído para que esse seja um dos principais pro-
blemas de saúde pública nos países pouco de-
senvolvidos (Paumgartten et al., 1998).
Agentes genotóxicos são capazes de induzir
instabilidade cromossômica, como por exem-
plo, aberrações cromossômicas não casuais,
principalmente deleções, translocações e o ga-
nho ou perda de cromossomos inteiros, contri-
buindo para o desenvolvimento de processos
celulares malignos (Cavanee et al., 1983; Klein,
1981; Rowley, 1984; Tsutsui et al., 1983; Yunis,
1983).
Resultados conflitantes têm sido obtidos por
diferentes grupos de pesquisadores em ensaios
para avaliar o potencial genotóxico de uma
grande variedade de pesticidas. Em trabalha-
dores rurais e da indústria de pesticidas, obser-
vou-se uma forte associação entre alterações
cromossômicas e a exposição a produtos co-
mercialmente conhecidos como Ziram, Zineb,
Thiram, Triclorfom, Fosmet, Dazinon e Primi-
carb (Pàldy et al., 1987). Em relação ao efeito
clastogênico, enquanto que o DDT demonstrou
relação positiva na indução de quebras cromos-
sômicas (Rabello et al., 1975), nenhum aumen-
to apreciável foi observado em trabalhadores
expostos ao Lidane (Kiràly et al., 1979). Resulta-
dos negativos na análise cromossômica tam-
bém foram relatados em relação a Clorinol e Bu-
vinol (Czeizel et al., 1976) e ainda, ao Dicloro-
propano (Kapp et al., 1979).
Porém, vários estudos realizados em indiví-
duos que mantiveram contato profissional com
mistura de praguicidas em diversos países, in-
dicaram a ocorrência de aberrações cromossô-
micas (Bréga et al., 1998; Crossen et al., 1978;
Nehèz et al., 1981; Shabtai et al., 1979; Yoder et
al., 1973).
As análises de micronúcleos em linfócitos
de sangue periférico de seres humanos e em li-
nhagens de células cultivadas, mostraram ser
efetivas para medir danos citogenéticos de agen-
tes com diferentes mecanismos de genotoxici-
dade (Eastmond & Tucker, 1989; Fenech & Mor-
ley, 1985; Norppa et al., 1993b). Várias pesqui-
sas foram realizadas utilizando cultura de linfó-
citos de sangue periférico in vitro, para avaliar
o efeito de diferentes praguicidas. Em experi-
mentos com trimeltin clorídrico, Ghosh et al.
(1990) concluíram que esse biocida é um po-
tente clastógeno. Surrallés et al. (1995) testa-
ram cinco diferentes inseticidas piretróides e
observaram atividade genotóxica para três de-
les. Ensaios realizados com Flucoralin em doses
acima de 20,0mg/ml, induziram um aumento
significativo de células micronucleadas (Panne-
erselvam et al., 1995).
O efeito clastogênico dos agroquímicos so-
bre as células somáticas humanas de indivíduos
expostos foi avaliado em nosso trabalho, atra-
vés da análise de micronúcleos em linfócitos de
sangue periférico.
Materiais e métodos
Foram coletadas amostras de sangue periférico
de trinta indivíduos envolvidos no cultivo de
soja e de trigo, no Hospital São Vicente de Paulo
de Passo Fundo (HSVP) e no Centro de Estudos
Agropecuários (CEPAGRO) da Universidade de
Passo Fundo (UPF), no período de setembro de
1998 a agosto de 1999.
No Hospital, foram coletadas amostras de
vinte trabalhadores internados para a investi-
gação de doenças hematológicas, antes da ad-
ministração de qualquer medicamento. No CE-
PAGRO, outros dez trabalhadores, sem queixas
clínicas, submeteram-se à coleta.
Todos os indivíduos forneceram informa-
ções relativas ao hábito de fumar, ingestão de
bebida alcoólica e tempo de exposição a de-
fensivos agrícolas (fungicidas, inseticidas e her-
bicidas) e assinaram o protocolo de Consenti-
mento Informado. 
Como grupo controle, foram obtidas amos-
tras de trinta indivíduos não expostos, seguin-
do-se os mesmos procedimentos de coleta e en-
trevista. Desse grupo, todos eram funcionários
dos setores administrativos da UPF. Todos os in-
divíduos estudados (expostos e não-expostos)
eram de origem caucasóide.
De cada indivíduo foram coletados 2ml de
sangue periférico em seringa descartável, sen-
do esse material imediatamente transportado,
em caixa de isopor com gelo, para o Laborató-
rio de Citogenética Humana da UPF. Em para-
lelo, selecionou-se um indivíduo não exposto,
da mesma idade ou dentro de uma variação de
± 5 anos para controle.
As culturas foram realizadas de acordo com
Titenko-Holland et al. (1997), por meio da adi-
ção de 0,2ml de sangue periférico em frasco
contendo 4,5ml de meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 15% de soro fetal bovino,
0,1ml de L-glutamina e 0,1ml de fitohemagluti-
nina. Após 48 horas de incubação, foram adi-
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cionados 0,2ml de Citocalasina B para cada 5ml
de meio, para impedir a citocinese das células
em divisão. Ao completar 72 horas, a cultura foi
interrompida com 0,5ml de fixador metanol-
ácido acético (3:1) durante 5 minutos à tempe-
ratura ambiente. O material foi submetido à
centrifugação a 800rpm, descartando-se o so-
brenadante. A seguir, adicionou-se 5ml de fixa-
dor, agitando-se o material e realizando-se no-
va centrifugação. Esse procedimento foi repeti-
do 3 a 4 vezes, até o precipitado ficar limpo. O
material foi gotejado sobre lâminas que foram
secas à temperatura ambiente e coradas com
Giemsa (Wright) na proporção de 1:3 em tam-
pão fosfato (pH = 6,8) durante 5 a 8 minutos.
As lâminas foram examinadas em teste-ce-
go. Para cada indivíduo foram contados mil lin-
fócitos binucleados, identificando-se os mi-
cronúcleos de acordo com os critérios propos-
tos por Titenko-Holland et al. (1997). Os dados
foram analisados estatisticamente, utilizando-
se o teste t com o nível de significância de 5%.
Foi também utilizado o teste de regressão line-
ar com o auxilio do programa BioEstat (Ayres &
Ayres Jr., 1998), para confirmar os resultados ob-
tidos com o teste t. 
Os dados utilizados no presente trabalho
cumprem os princípios éticos da Declaração de
Helsinki (1996). Para tanto, todos os envolvidos
preencheram e assinaram o Consentimento In-
formado ficando uma via com o pesquisador e
outra para o doador voluntário.
Resultados
Os resultados obtidos a partir da contagem de
mil células binucleadas dos indivíduos do gru-
po exposto, são apresentados na Tabela 1 e os
referentes aos indivíduos do grupo controle es-
tão listados na Tabela 2.
Nos trabalhadores expostos a média de ida-
de foi 41,8 anos enquanto que no grupo con-
trole a média foi de 40,4 anos. O tempo médio
de exposição aos praguicidas foi de 10,7 anos.
Entre os fumantes, somente o indivíduo identi-
ficado pelo número 13 (Tabela 1), relatou ter fu-
mado por mais de 35 anos, os demais referiram
uma exposição menor a esse componente e ha-
viam deixado o hábito há mais de três anos.
Uma vez que as amostras dos trabalhadores
expostos foram coletadas em dois locais dife-
rentes (HSPV e CEPAGRO), os dados referentes
à análise de micronúcleos (MN) dos vinte indi-
víduos internados, foram comparados com os
obtidos nos dez indivíduos expostos, sem sin-
tomatologia clínica. Não foram detectadas di-
ferenças estatisticamente significativas entre
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eles (tcalc = 1,3682; G.L. = 28, p = 0,1821), de for-
ma que esses dados foram agrupados para as
análises subseqüentemente realizadas.
O número médio de células MN encontrado
no grupo dos trabalhadores expostos foi de 14,3,
e 7,1 no grupo dos doadores não-expostos, sen-
do essa diferença estatisticamente significativa
(tcalc = 4,2855; G.L. = 58, p < 0,0001).
A comparação entre não-fumantes expostos
(n = 22; 13,91MN/1.000 células) e não-fumantes
controles (n = 26; 7,15MN/1.000 células) reve-
lou a existência de um aumento estatisticamen-
te significativo do número de células MN no pri-
meiro grupo (tcalc = 3,5842; G.L. = 46; p = 0,0008).
Já entre fumantes expostos (n = 8; 15,25MN/
1.000 células) e fumantes não-expostos (n = 4;
6,50MN/1.000 células) não houve diferença es-
tatisticamente significativa ao nível de 5% (tcalc =
2,0278; G.L. = 10; p = 0,0701), provavelmente
devido ao pequeno número de indivíduos em
cada categoria.
A análise de regressão linear permitiu con-
firmar esses achados, em relação à idade e ao
tempo de exposição. Nos indivíduos expostos,
não houve influência da idade (F = 0,0311; p =
0,8554; r = -0,0195) ou dos anos de exposição (F =
0,5510; p = 0,5295; r = 0,1124) sobre o número
de células binucleadas com micronúcleos. A va-
riável idade também não exerceu influência
sobre a expressão de micronúcleos no grupo de
doadores não-expostos (F = 1,9460; p = 0,1709;
r = 0,1144).
Também foram avaliados os dados relativos
ao tempo de exposição, idade e tabagismo em
cada grupo. Os resultados dessa análise estatís-
tica demonstraram não ocorrer diferenças sig-
nificativas. A influência das variáveis sexo e in-
gestão de álcool não pôde ser estatisticamente
avaliada, tendo em vista o pequeno número in-
divíduos de sexo feminino e a presença de ape-
nas um indivíduo no grupo controle com relato
de consumo freqüente de bebidas alcoólicas.
Discussão
A utilização de agroquímicos para controlar
as pragas da lavoura é um fato inegável, porém
os cuidados com seu manuseio continuam
sendo negligenciados pelos aplicadores e pelo
poder público que regulamenta o seu uso. Vá-
rios relatos apontam para a má utilização des-
ses produtos pelo homem (Paumgartten et al.,
1998).
Os resultados obtidos comparando trinta
indivíduos expostos a essas substâncias quími-
cas utilizadas nas plantações de Passo Fundo,
Rio Grande do Sul, demonstram que as altera-
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ções cromossômicas, sob a forma de micronú-
cleos (Figura 1), estão presentes em uma fre-
qüência bem mais elevada do que em 30 indi-
víduos não expostos, da mesma região.
Esses dados estão de acordo com a maioria
dos estudos cromossômicos realizados em tra-
balhadores expostos a misturas de pesticidas,
independentemente do parâmetro citogenéti-
co avaliado. Assim, aumentos significativos na
incidência de aberrações cromossômicas e/ou
no intercâmbio de cromátides irmãs, foram
constatadas por De Ferrari et al. (1991), em flo-
ricultores; por Kourakis et al. (1992), em traba-
lhadores em casas de vegetação e por Carbonell
et al. (1995) e Bréga et al. (1998), em trabalha-
dores de zonas rurais. Em relação aos micronú-
cleos, sua freqüência acha-se significativamen-
te aumentada nos floricultores italianos estu-
dados por Bolognesi et al. (1993), embora Scar-
pato et al. (1996) relatem achados negativos em
estudo semelhante.
Com relação a variáveis como hábito de fu-
mar, idade e tempo de exposição, o teste estatís-
tico não apontou diferenças significativas em
relação à freqüência de células com micronú-
cleos entre os expostos e não-expostos da re-
gião de Passo Fundo. Como visto, a influência
das variáveis sexo e ingestão de álcool não pô-
de ser avaliada no presente trabalho, devido a
presença de apenas três indivíduos de sexo fe-
Tabela 1  
Dados referentes ao número de células binucleadas com micronúcleos (MN), hábito de fumar, ingestão de álcool,
idade, sexo e tempo de exposição a agroquímicos de trabalhadores expostos.
Indivíduo* MN/1.000 linfócitos Fumo** Álcool** Idade Tempo de Sexo
binucleados (anos) exposição (anos)
01 17 – – 29 4 Masculino
02 20 – – 39 10 Masculino
03 16 – – 30 5 Masculino
04 14 – – 25 7 Masculino
05 11 – – 27 5 Masculino
06 6 + – 47 4 Masculino
07 16 – – 40 10 Masculino
08 19 – – 44 12 Masculino
09 27 – – 39 20 Masculino
10 23 + – 37 10 Masculino
11 7 – – 29 15 Masculino
12 15 – – 24 5 Feminino
13 24 + – 54 45 Masculino
14 14 – – 70 2 Feminino
15 20 + – 47 7 Masculino
16 6 + – 66 2 Masculino
17 5 – – 50 2 Masculino
18 8 + – 52 3 Masculino
19 2 – – 33 15 Masculino
20 11 + – 58 10 Masculino
21 4 – – 50 30 Masculino
22 9 – – 37 10 Masculino
23 3 – – 43 25 Masculino
24 19 – – 33 8 Masculino
25 19 – – 39 8 Masculino
26 12 – – 24 11 Masculino
27 28 – – 67 15 Masculino
28 24 + – 45 3 Feminino
29 23 – – 27 15 Masculino
30 6 – – 49 4 Masculino
* Amostras 1 a 10 coletadas no Centro de Estudos Agropecuários, Universidade de Passo Fundo; 
amostras 11 a 30 coletadas no Hospital São Vicente de Paulo.
** (–) não fumante e não ingere álcool; (+) fumante e ingere álcool.
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minino em cada grupo e a de apenas um indiví-
duo no grupo controle com relato de consumo
freqüente de bebidas alcoólicas.
Em relação ao hábito de fumar, os presentes
achados estão de acordo com aqueles encon-
trados por Kourakis et al. (1992), que estuda-
ram a freqüência de aberrações cromossômi-
cas em linfócitos de 29 trabalhadores expostos
a uma mistura de pesticidas, e não encontraram
diferenças significativas entre fumantes e não
fumantes. De modo semelhante, Barale et al.
(1998) analisaram materiais obtidos em cultu-
ras de linfócitos de 1.650 indivíduos italianos, e
não encontraram relação entre o hábito de fu-
mar e o aumento na freqüência de micronúcleos.
Conclusões similares foram obtidas por ou-
tros pesquisadores que não constataram ne-
nhum efeito do hábito de fumar com relação à
freqüência de MN (Bolognesi et al., 1993; Bo-
nassi et al., 1994; Norppa et al., 1993a; Pitarque
et al., 1996; Stierum et al., 1993; Thierens et al.,
1996; van Hummelen et al., 1993). Apenas Da
Cruz et al. (1994) relatam uma associação sig-
nificante entre MN, hábito de fumar e ingestão
de bebida alcoólica, em indivíduos expostos.
Os dados obtidos no presente trabalho, re-
velam que o efeito da exposição a misturas de
pesticidas praticamente não é influenciado pe-
lo tabagismo, pois, mesmo a comparação entre
não-tabagistas expostos e não-expostos revela
a existência de um aumento altamente signifi-
cativo da freqüência de células com micronú-
cleos no grupo exposto (p = 0,0008).
Dentre outras variáveis que podem influir
na expressão de micronúcleos, a idade tem si-
do constantemente avaliada. Considera-se que
o aumento na freqüência de micronúcleos em
relação à idade pode ser decorrente do aumento
de fragmentos acêntricos, causado por quebras
no DNA induzidas endogenamente ou por ex-
posição a clastógenos ambientais, ou por um
aumento no número de distúrbios do fuso, re-
sultando em atraso cromossômico na anáfase
(Thierens et al., 1996).
Uma análise realizada por um grupo nórdi-
co de pesquisadores (Nordic Study Group on
the Health Risk of Chromosome Damage, 1990),
sobre danos cromossômicos somáticos em
mais de 3 mil indivíduos, concluíram que as
mulheres apresentaram níveis mais elevados de
aberrações cromossômicas, de intercâmbios de
cromátides irmãs e de micronúcleos do que os
homens. Esses achados estão de acordo com os
observados por vários autores (Bender et al.,
1988; Galloway et al., 1986; Hedner et al., 1982;
Margolin & Shelby, 1985), enquanto que outros
autores não encontraram nenhum efeito com
relação ao sexo (Anderson et al., 1991).
No presente trabalho, apenas três indiví-
duos do sexo feminino foram avaliados em ca-
da grupo, pertencentes a três faixas etárias di-
ferentes (< 25 anos; 40-45 anos; > 60 anos).
Uma vez que expostos e controles foram em-
parelhados por sexo e idade, se de fato ocorreu
algum efeito dessas variáveis sobre a análise de
micronúcleos em nossa amostra, deve ter acon-
tecido em ambos os grupos de modo seme-
lhante.
Analisados isoladamente, os resultados rela-
tivos ao sexo, os indivíduos de idade mais avan-
çada do sexo feminino, tanto no controle quan-
to nos expostos, apresentaram uma freqüência
mais alta de micronúcleos. Esses resultados es-
Tabela 2  
Dados referentes ao número de células binucleadas com micronúcleos (MN), 
hábito de fumar, ingestão de álcool, idade e sexo dos doadores voluntários 
do grupo controle.
Doador MN/1.000 linfócitos Fumo* Álcool* Idade Sexo
binucleados (anos)
01 8 – + 30 Masculino
02 10 – – 38 Masculino
03 4 – – 33 Masculino
04 2 – – 25 Masculino
05 1 – – 27 Masculino
06 7 – – 46 Masculino
07 5 – – 40 Masculino
08 6 + – 43 Masculino
09 11 – – 38 Masculino
10 2 – – 34 Masculino
11 3 – – 28 Masculino
12 12 – – 23 Feminino
13 10 + – 50 Masculino
14 15 – – 62 Feminino
15 7 – – 40 Masculino
16 3 – – 63 Masculino
17 2 – – 50 Masculino
18 3 – – 53 Masculino
19 13 – – 33 Masculino
20 6 – – 58 Masculino
21 6 + – 52 Masculino
22 1 – – 38 Masculino
23 18 – – 38 Masculino
24 4 + – 29 Masculino
25 2 – – 39 Masculino
26 8 – – 24 Masculino
27 19 – – 62 Masculino
28 17 – – 46 Feminino
29 3 – – 26 Masculino
30 4 – – 44 Masculino
* (–) não fumante e não ingere álcool; (+) fumante e ingere álcool.
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tão de acordo com aqueles obtidos por Catalán
et al. (1995) e Barale et al. (1998).
Páldy et al. (1987), além de observarem que
a exposição a uma mistura de pesticidas pode
produzir efeitos citogenéticos em células so-
máticas humanas, também verificaram uma
tendência no aumento da taxa de aberrações
cromossômicas com relação ao tempo de ex-
posição, situada em torno de 11 a 15 anos, que
decresce após 15 anos de exposição. Doenças
agudas bem como crônicas, foram mais fre-
qüentes em trabalhadores entre 21 e 40 anos de
idade do que no grupo controle. Entretanto, não
parece claro se a aparente diminuição das taxas
de quebras cromossômicas em indivíduos com
mais de 15 anos de exposição, reflete um fenô-
meno mais eficiente de eliminação de células
anômalas ou se apenas os indivíduos mais hígi-
dos persistiriam por mais anos no mesmo am-
biente de trabalho.
Nossos dados não permitem esclarecer es-
sa questão, uma vez que o tempo de exposição
não exerceu influência significativa sobre a fre-
qüência de micronúcleos. Cabe mencionar, que
o tempo médio de exposição dos trabalhadores
rurais expostos da região de Passo Fundo aqui
estudados foi de 10,7 anos, situando-se muito
próximo da faixa crítica delineada por Páldy et
al. (1987). Com efeito, dentre os trinta trabalha-
dores examinados, 15 apresentavam tempo de
exposição inferior a 10 anos, 11 situavam-se en-
tre 10 e 15 e apenas quatro estavam expostos há
mais de 15 anos. Os valores médios de células
com micronúcleos para cada um desses três
grupos foram: 13; 15,5 e 14,5, respectivamente. 
Carbonell et al. (1995) observaram uma re-
dução na quantidade de aberrações cromos-
sômicas em seus estudos com um grupo de
agricultores, durante o período de baixa expo-
sição, o que está de acordo com os achados de
outros investigadores (van Bao et al., 1974), os
quais relataram que em pacientes sofrendo de
intoxicação aguda por inseticida organofosfo-
rado, a alta taxa de quebras cromatídicas foi re-
duzida a valores do controle em aproximada-
mente seis meses. Essa redução pode ser atri-
buída ao fato de que aqueles linfócitos carre-
gando aberrações cromossômicas tenham sido
eliminados da corrente circulatória.
Entretanto, os trabalhadores rurais da Re-
gião de Passo Fundo sofrem um processo de ex-
posição contínua, já que as culturas se sucedem
com pequenos intervalos entre uma e outra. Co-
mo se sabe, a cultura de trigo é característica do
inverno e a de soja, do verão, a colheita de uma
implica no plantio da outra.
Medidas de proteção devem ser intensifica-
das na tentativa de orientar os trabalhadores
rurais responsáveis pelo manuseio e aplicação
dos praguicidas. Os resultados obtidos em pes-
quisas, que utilizam material proveniente des-
ses profissionais, servem como uma forma de
esclarecer sobre os riscos e melhorar a qualida-
de de vida do trabalhador rural.
Conclusões
A partir dos dados obtidos pela análise das cul-
turas de linfócitos periféricos de trinta traba-
Figura 1  
Linfócitos binucleados corados com Giemsa–Wright. Notar em ambas as imagens
(a–b), a presença de micronúcleos (MN).
Aumento: 1200X.
MN
a
b
MN
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lhadores rurais expostos a agroquímicos da re-
gião de Passo Fundo, comparados com trinta
indivíduos não expostos, pode-se concluir que
houve um aumento significativo na freqüência
de micronúcleos nos indivíduos expostos. As
variáveis hábito de fumar, idade e tempo de ex-
posição, não influenciaram de modo significa-
tivo a ocorrência de micronúcleos, tanto nos in-
divíduos expostos quanto nos controles, e o tes-
te do micronúcleo demonstrou ser um ensaio
biológico eficiente para o monitoramento da
exposição a misturas de pesticidas nessa popu-
lação.
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